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A ansiedade é vista pela ciência moderna como um conjunto de 
comportamentos, com respostas endócrinas e fisiológicas, que objetivam 
proteger o indivíduo de possíveis ameaças. Um teste amplamente 
utilizado na pesquisa da ansiedade é o labirinto em cruz elevado (LCE), 
por ser simples, não requerer procedimentos estressantes e com 
sensibilidade bidirecional. Recentemente constatou-se que uma única 
injeção sistêmica de pilocarpina (PILO) – agonista não seletivo 
muscarínico – em doses não-convulsivantes induz um perfil ansiogênico 
em ratos avaliados 24h, 1 mês e até 6 meses após o tratamento. A fim de 
melhor entender os mecanismos que levam a esta alteração 
comportamental persistente, o presente trabalho buscou investigar o 
papel dos receptores NMDA, através do pré-tratamento e tratamento 
com MK-801, na modulação dos comportamentos relacionados à 
ansiedade. Ratos Wistar adultos machos foram tratados com PILO (150 
mg/Kg i.p) e MK-801 (0,03 e 0,06 mg/Kg i.p.), e avaliados 24 h ou 30 
dias após no LCE. A injeção de PILO promoveu efeitos ansiogênicos 
nos animais avaliados no teste do LCE, com uma diminuição do tempo 
gasto e número de entradas nos braços abertos do labirinto em 
comparação aos animais controle. O pré-tratamento, bem como o 
tratamento com antagonista, nas duas doses utilizadas, foram capazes de 
prevenir e bloquear, respectivamente, os efeitos ansiogênicos 
observados nos animais tratados com PILO 24h e 30 dias após o 
tratamento, havendo aumento no tempo e número de entradas nos braços 
abertos do labirinto e na incidência de comportamentos relacionados à 
avaliação de risco. Buscando melhor esclarecer o envolvimento dos 
receptores NMDA no modelo de ansiedade induzida pela pilocarpina, 
assim como as prováveis vias de ativação envolvidas, avaliou-se a 
participação do óxido nítrico (NO) por meio expressão das proteínas 
PSD-95 e nNOS. Os resultados obtidos mostram que os animais tratados 
com pilocarpina apresentaram diminuição da expressão de nNOS, efeito 
revertido pelo tratamento com antagonista. Os resultados demonstrados 
no presente estudo sugerem um papel importante dos receptores 
glutamatérgicos-NMDA numa interação sinérgica com os receptores 
	  muscarínicos, mostrando que a modulação interativa entre esses dois 
sistemas neurotransmissores constitui um mecanismo importante no 
perfil ansiogênico desencadeado pela pilocarpina, bem como um 
provável envolvimento do NO na regulação da função dos receptores de 
NMDA na modulação dos estados ansiosos. 
 

















OLIVEIRA, A.B. Involvement of the NMDA glutamate receptor in 
experimental anxiety induced by pilocarpine. Florianópolis; 2014. 
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Modern science sees anxiety as a set of behaviors with endocrine and 
physiological responses that aim to protect the individual from possible 
threats. A test widely used in anxiety research is the elevated plus maze 
(EPM), for being simple and not require bidirectional sensitivity and 
stressful procedures. Recently it was found that a single systemic 
injection of pilocarpine (PILO) – a non-selective muscarinic receptor 
agonist - at non-convulsant doses induces an anxiogenic profile in rats 
evaluated 24h, 1 month and up to 6 months after treatment. In order to 
better understand the mechanisms that lead to this persistent behavioral 
change, this study investigated the role of NMDA receptors, through the 
pre-treatment and treatment with MK-801, in the modulation of anxiety-
related behaviors.	  Adult male Wistar rats were treated with PILO (150 
mg/kg, i.p.) and MK-801 (0.03 and 0.06 mg/kg, i.p.) and evaluated 24 h 
or 30 days later in the EPM. The injection of PILO promoted 
anxiogenic-like effects in animals evaluated in the EPM test, with a 
decrease in the time spent and number of entries on the open arms of the 
maze in comparison to control animals. The pre-treatment and treatment 
with antagonist, at both doses used, were able to block and prevent, 
respectively, the anxiogenic-like effects observed in PILO-treated 
animals 24 h and 30 days after the treatment, increasing the time spent 
and number of entries on the open arms of the maze and risk-assessment 
behaviors incidence. Seeking to clarify the involvement of NMDA 
receptors in the pilocarpine-induced anxiety model, as well as the likely 
activation pathways involved, we evaluated the role of nitric oxide (NO) 
through expression of PSD-95 and nNOS proteins. The results show that 
PILO-treated animals showed decreased nNOS expression, and this 
effect was reversed by the antagonist treatment. The results reported in 
this study suggested a major role of NMDA-glutamate receptors in a 
synergistic interaction with muscarinic receptors, showing that 
interactive modulation between these two neurotransmitter systems is an 
important mechanism in the anxiogenic-like behavior induced by 
pilocarpine, as well as a possible involvement of NO in regulating the 
function of NMDA receptors in the modulation of anxious states. 
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O conceito de ansiedade parece ser uma construção constante 
no decorrer da história humana, por resultar de relatos que ocorrem com 
frequência na vida cotidiana. Durante o século 18 o termo ansiedade foi 
utilizado pela primeira vez no campo da medicina para se referir a um 
estado de doença mental, sendo em seguida compreendida em termos 
físicos. Deste ponto de vista, a ansiedade foi considerada uma patologia 
somática. No século 19, o diagnóstico de ansiedade começou a diferir 
entre os autores, que utilizavam critérios vagos e diversificados. 
Entretanto, Emil Kraepelin realizou um trabalho fundamental neste 
período, onde desenvolveu um sistema de classificação dos transtornos 
mentais, conforme suas causas e sintomas. As teorias de Kraepelin 
predominaram o campo da psicologia até o início do século 20, quando 
Adolf Meyer as rejeitou e introduziu um novo sistema de classificação, 
propondo que o funcionamento da mente humana dependia de uma 
combinação de esforços biológicos e psicológicos para se adaptar ao 
mundo (Antony et al., 2009).  
A ansiedade é vista pela ciência moderna como um conjunto de 
comportamentos, com respostas endócrinas e fisiológicas, que objetivam 
proteger o indivíduo de possíveis ameaças. Embora essas respostas 
transmitam um claro valor adaptativo, quando expressas de maneira 
excessiva ou até mesmo na ausência de estímulos ameaçadores podem 
caracterizar uma doença grave. Em sua configuração “não-patológica”, a 
ansiedade pode ser dividida em duas classes, a primeira é a ansiedade 
estado, que depende do ambiente, se refere a adaptações afetivas para 
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situações específicas, é considerada um estado de ansiedade aguda, e a 
segunda é a ansiedade traço, que é um estado de ansiedade a longo 
prazo, refe-se às características afetivas de uma pessoa através do tempo 
e da situação (Gross & Hen, 2004; Sylvers et al., 2011). A ansiedade 
traço demonstra ser resultante de um circuito hipersensível de avaliação, 
onde a hipervigilância e o alerta persistentes parecem resultar da 
superestimação do potencial de ameaça em situações ambíguas (Sylvers 
et al., 2011). 
Dentre os fatores envolvidos nas definições de ansiedade, a 
excitação biológica ou manifestações autonônicas e musculares, a 
redução na eficiência comportamental, respostas de esquiva e/ou fuga, 
bem como relatos verbais de estados internos desagradáveis, têm sido 
apontados como elementos comuns (Kanfer & Phillips, 1970).   
Alguns autores definem a ansiedade como um estado emocional 
desagradável, voltado para o futuro, que guarda relação com outra 
emoção, o medo e é, às vezes, considerado desproporcional a uma 
ameaça real (Banaco & Zamignani, 2004). Embora nem todas as 
opiniões convirjam, o medo é geralmente tido como uma reação a um 
estímulo ameaçador explícito, com a fuga ou evitação da proximidade, 
enquanto que a ansiedade é geralmente considerada um estado mais 
geral de angústia, duradouro, solicitado por estímulos menos explícitos 
ou mais generalizados, envolvendo excitação fisiológica, mas muitas 
vezes sem um comportamento funcional organizado (Lang et al., 2000).   
McNaughton e Corr (2004) estabeleceram a teoria 
comportamental do sistema defensivo, onde o medo e a ansiedade 
distinguem-se a partir das respostas defensivas. Segundo esta teoria, 
reconhecer a ameaça é necessário, mas não suficiente para diferenciar o 
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medo da ansiedade, pois a motivação direcional do comportamento é 
principal diferença entre estes dois estados. Neste contexto, o medo foi 
descrito como uma reação defensiva, no qual as respostas de luta, fuga 
ou congelamento facilitam a evasão do ambiente aversivo, enquanto a 
ansiedade foi descrita como uma hipervigilância incidente durante o 
período de aproximação de uma ameaça em potencial. O medo é 
considerado um dos principais precursores normais durante o 
desenvolvimento de transtornos de ansiedade patológicos (Rosen & 
Schulkin, 1998).  
Quando um animal é confrontado com o perigo, ameaça ou uma 
situação aversiva, uma resposta adaptativa ao medo é provocada e, em 
seguida, desaparece quando a aversão diminui. Por exemplo, falar em 
público normalmente provoca algum medo, ou comportamentos de 
ansiedade, que desaparecem conforme o andamento ou conclusão da 
apresentação, diferentemente dos transtornos de ansiedade patológicos 
nos quais as respostas emocionais são cronicamente disfuncionais. 
Pessoas com fobia de falar em público terão uma reação autônoma, 
cognitiva e somática grave e debilitante quando simplesmente for 
sugerido uma apresentação pública.  
Os transtornos causados pela ansiedade referem-se a um 
conjunto de emoções persistentes, capazes de interferir no 
funcionamento fisiológico. Conforme Banaco e Zamignani (2004), a 
ansiedade define-se enquanto fenômeno clínico de três maneiras: (1) 
quando implica em um comprometimento ocupacional do indivíduo, 
impedindo o bom andamento de suas atividades profissionais, sociais e 
acadêmicas; (2) quando envolve um grau de sofrimento considerado 
pelo indivíduo como significativo e (3) quando as respostas de evitação 
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e eliminação passam a ocupar um tempo considerável do dia. 
A primeira classificação americana para os transtornos mentais 
ocorreu em 1918, no Statistical Manual, porém diversos tipos de 
psicopatologias, incluindo a ansiedade, vieram a constar neste manual 
somente na décima edição. Dando continuidade neste desenvolvimento, 
o Manual de Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM), 
elaborado pela American Psychiatric Association, foi publicado em 
1952 e hoje é o padrão de classificação dos transtornos mentais utilizado 
pelos profissionais de saúde mental nos Estados Unidos. Composto por 
alguns componentes principais – classificação diagnóstica, conjuntos de 
critérios diagnósticos e texto descritivo – o DSM atualmente encontra-se 
em sua quarta edição (DSM-IV), projetada para uso em situações 
clínicas com populações da comunidade. E, recentemente (abril 2012), 
foi revisada (DSM-V), trazendo pequenas alterações formais e uma nova 
classificação. Conforme o DSM-V os transtornos de ansiedade são 
classificados como: 00. Transtorno de ansiedade de separação; 01. 
Pânico; 02. Agorafobia; 03. Fobia específica; 04. Ansiedade social; 05. 
Ansiedade generalizada; 06 - 11. Ansiedade induzida por substâncias; 
12. Ansiedade atribuída a outras condições médicas; 13. Ansiedade não 
especificada em outra categoria e ataque de pânico (Craske, 2003; 
American Psychiatric Association, 2012). Juntos, esses distúrbios 
afetam mais de 20% da população em algum momento de sua vida, 
geralmente em indivíduos com idade entre 18 e 65 anos, ocorrendo com 
uma incidência 2,5 vezes maior em mulheres (Gross & Hen, 2004; 
Wittchen & Jacobi, 2005; Wittchen et al., 2011). 
No que diz respeito a terapêutica da ansiedade, além dos 
benzodiazepínicos, vários outros fármacos são comumente empregados 
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na clínica, tais como a buspirona, os antidepressivos tricíclicos, 
inibidores da recaptação de serotonina e noradrenalina, anti-
histamínicos, antipsicóticos em baixas doses, além dos fitoterápicos 
(Griebel & Holmes, 2013).  
Vários sistemas de neurotransmissão estão envolvidos na 
gênese dos transtornos de ansiedade, bem como no seu tratamento. O 
sistema GABAérgico é um dos sistemas mais evidenciado como 
modulador destes transtornos. Drogas que melhoram a transmissão 
GABAérgica, como, por exemplo, os benzodiazepínicos, apresentam 
efeito ansiolítico, enquanto que, drogas que diminuem esta transmissão, 
“precipitam” a ansiedade (Numeroff, 2003; Möhler, 2012). Além deste 
sistema, outros sistemas foram descobertos por participarem da 
regulação dos transtornos de ansiedade, tais como o glutamatérgico, o 
serotonérgico, o noradrenérgico, o dopaminérgico, e também alguns 
neuropeptídios (Bergink el al., 2004).  
Grande parte do conhecimento sobre a neurobiologia da 
ansiedade têm sido organizado através de modelos cognitivos-
emocionais, como proposto por Gray (1982). Inúmeras regiões 
encefálicas estão envolvidas na regulação dos estados de ansiedade, 
dentre os principais circuitos cerebrais estão  a amígdala, o hipocampo e 
o córtex pré-frontal. Conforme postulado por Gray (1982) e Gray e 
Mcnaughton (2000) o sistema septo hipocampal tem função primordial 
na regulação da ansiedade, pois ele engatilha respostas frente a situação 
de conflito, caracterizadas pela interrupção de um comportamento e 
aumento dos níveis de alerta e atenção. Por exemplo, a aproximação ou 
evitação à um estimulo potencialmente aversivo.  
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1.2. O SISTEMA COLINÉRGICO 
	  
A acetilcolina exerce suas funções fisiológicas através da 
ligação e ativação de duas famílias distintas de receptores: os receptores 
nicotínicos de acetilcolina (RnACh), ligados a canais iônicos 
(ionotrópicos) e os receptores muscarínicos de acetilcolina (RmACh), 
que são acoplados a proteína G (metabotrópicos), ambos pré e pós 
sinápticos, onde regulam a excitabilidade neuronal, transmissão e 
plasticidade sináptica. Os RmACh são distinguidos em cinco subtipos 
(M1-M5), que são subdivididos em duas classes funcionais, de acordo 
com sua preferência de ligação a proteína G. Os receptores M1, M3 e 
M5 acoplam-se seletivamente as proteínas G da família Gq/G11, 
enquanto que os receptores M2 e M4 ativam preferencialmente as 
proteínas da família Gi/Go, conforme mostrado na figura 1 (Cobb & 
Davies, 2005; Wess et al., 2007) .  
 
Figura 1 Classificação dos receptores colinérgicos muscarínicos baseada nas 
diferentes propriedades dos receptores acoplados a proteína G (adaptado de 




 Cada um dos cinco subtipos exibe um padrão distinto de 
distribuição, sendo expressos em muitas regiões do SNC, bem como em 
tecidos periféricos. Os receptores M1, M4 e M5 são predominantemente 
expressos no SNC, enquanto que os subtipos M2 e M3 são amplamente 
distribuídos tanto no SNC, quanto nos tecidos periféricos (Wess et al., 
2007).  
 Os receptores muscarínicos regulam diversas funções centrais 
importantes, incluindo processos cognitivos, comportamentais, 
sensoriais, motores e autonômicos (Felder et al., 2000; Eglen, 2005).  
 As aferências colinérgicas se projetam em regiões límbicas 
vitais para o controle da ansiedade. O septo e o hipocampo atuam em 
consonância para controlar a ansiedade (Gray, 1982; Gray & 
Mcnaughton, 2000), e estudos tem indicado que os sistemas hipocampal 
colinérgico e GABAérgico septal agem sinergicamente na modulação da 
ansiedade (Menard & Treit, 2001; Degroot & Treit, 2003).  
As vias pelas quais o hipocampo e o septo interagem para 
modular a ansiedade ainda não são bem determinadas, porém foi 
constatado que o glutamato intra-septal reverte os efeitos ansiolíticos da 
administração intra-hipocampal de midazolam, sugerindo uma possível 
estratégia de estudo a esse respeito (Menard & Treit, 2001).  
A Pilocarpina, um alcaloide derivado do Jaborandi (Pilocarpus 
microphyllus), um arbusto oriundo do Brasil,  e apresenta ação agonista 
colinérgica muscarínica. Na clínica é comumente para o tratamento de 
glaucoma, por reduzir a pressão intraocular (Pinheiro, 2002). Em 
modelos experimentais, a pilocarpina quando administrada em altas 
doses promove episódios comportamentais de ordem epileptogênica até 
que se estabeleça um status epilepticus caracterizado por crises 
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espontâneas e recorrentes (Leite et al., 1990). Estudos com doses não-
convulsivantes ou que avaliem ratos não-epilépticos tratados com 
pilocarpina ainda são escassos. Na literatura encontramos, por exemplo, 
o estudo com ratos não-epilépticos de De Mello e Carobrez (2005), no 
qual se comprovou que uma única dose de pilocarpina é capaz de 
prevenir deficiências de aprendizado relacionadas à idade até 24 meses 
após um único tratamento sistêmico com este agonista colinérgico. 
Além disso, sabe-se também que doses convulsivantes de Pilocarpina 
promovem a liberação de glutamato, e subsequente ativação dos 
receptores NMDA (Cavalheiro, 1995).  
 
  
1.3. RECEPTORES GLUTAMATÉRGICOS  
 
Numerosas revisões encontram-se disponíveis sobre os 
receptores glutamatérgicos (GluRs) no sistema nervoso central (SNC), 
seus papéis funcionais, bem como suas implicações na fisiopatologia da 
lesão neural e distúrbios neuropsiquiátricos (Miller et al., 1996; 
Hollmann & Heinemann, 1994; Schoepp, 1994; Asztely & Gustafasson, 
1996; Conn & Pin, 1997; Dingledine et al, 1999). 
Os receptores glutamatérgicos são classificados em 
ionotrópicos (iGluRs) e metabotrópicos (mGluRs), conforme seus 
acoplamentos intra e extracelular, e diferentes características 
farmacológicas e bioquímicas (Schoepp, 1994; Miller et al., 1996). 
A classe de receptores ionotrópicos é subdividida conforme os 
agonistas que se ligam seletivamente a estes receptores, sendo eles: N-
metil-D-aspartato (NMDA), ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
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isoxazolepropionico (AMPA) e cainato (Hollmann & Heinemann, 1994; 
Meldrum, 2000). Os canais de membrana associados com estes 
receptores exibem propriedades farmacológicas e eletrofisiológicas 
variadas, incluindo a seletividade para os canais iônicos de sódio (Na+), 
potássio (K+) e cálcio (Ca+2). Os iGluRs são codificados por várias 
famílias de genes: a família AMPA é constituída por GluR 1-4, a família 
Cainato composta de GluR 5-7 e Ka 1-2 , e a família NMDA com as 
subunidades NMDA-R1 NMDA-R2 A-D e NMDA-R3 A-B (figura 2) 
(Miller et al., 1996; Hollmann & Heinemann, 1994; Schoepp, 1994; 
Asztely & Gustafasson, 1996; Conn & Pin, 1997; Dingledine et al., 
1999).  
Os receptores metabotrópicos são acoplados à proteína G e 
classificados em oito classes (mGLU1-8), e subdivididas em três grupos 
(I, II e III), conforme mostrado na figura 2. Estes receptores exercem os 
seus efeitos, quer nos segundos mensageiros ou canais de íons, através 
da ativação das proteínas de ligação GTP que regulam a síntese de 
diferentes segundos mensageiros intracelulares, tais como cAMP, IP3 
ou cGMP (Hollmann & Heinemann, 1994; Pin e Duvoisin, 1995).  
Apesar de serem distribuídos por todo o cérebro, os diferentes 
tipos de receptores ionotrópicos de glutamato apresentam variabilidade 
regional e funcional. Habitualmente, a densidade dos receptores de 
NMDA é elevada na região cortical. A distribuição dos receptores de 
AMPA e cainato é semelhante a que é exibida pelo receptor de NMDA, 
em conformidade com a sua ação como um par funcional. A localização 
desses receptores é responsável por seus efeitos sobre a cognição, a 
percepção e o humor (Krystal et al., 1999). 
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Figura 2. Receptores ionotrópicos (iGLUR) e metabotrópicos (mGLUR) do 





Na década de 1980, tornou-se evidente que o glutamato também 
age sobre a classe de receptores não-ionotrópicos ou receptores 
acoplados à proteína G, conhecida principalmente como “receptores 
metabotrópicos” (Pin e Duvoisin, 1995). Estes receptores estão 
presentes tanto em locais pré-sinápticos como pós-sinápticos. Os 
subtipos de receptores metabotrópicos também são diferencialmente 
distribuídos dentro do SNC (Ohishi et al., 1993), o que reflete a 
diversidade de funções nos processos normais e patológicos, e exercem 
ações de longa duração através da ativação e inibição de sinais 
intracelulares (Bergink et al., 2004).  
O complexo canal do receptor NMDA (figura 3) possui várias 
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características. Existem vários sítios reguladores, sendo que três destes 
sítios - neurotransmissor glicina, da poliamina e o de zinco - estão fora 
do canal iônico e são de natureza excitatória. Já os sítios moduladores 
inibitórios estão localizados no interior do canal iônico. Assim, para que 
se tenha um funcionamento neuronal normal é necessário uma 
modulação precisa (Bergink et al., 2004). 
 
Figura 3  Modelo do receptor NMDA (adaptado de  Kemp & Mckernan, 2002). 
	  
 
O receptor NMDA desempenha um papel tanto nos processos 
emocionais como cognitivos. Diversas observações sustentam o 
interesse no papel destes receptores no controle de estados ansiosos, 
dentre elas podemos destacar: o papel dos receptores NMDA na 
amígdala nos processos cognitivos subjacentes ao medo condicionado 
(Walker & Davis, 2000; Bauer et al., 2002); a influência acentuada e 
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moduladora dos receptores NMDA sobre a atividade das vias 
monoaminérgicas (Takahata e Moghaddam, 1998; Morrow et al., 2000; 
Del Arco & Mora, 2001; Adell et al., 2002); a influência dos receptores 
NMDA sobre a liberação do neuropetídeo ansiogênico CRF (Cratty & 
Birkle, 1999); semelhanças comportamentais de antagonistas dos 
receptores NMDA e agonistas GABAérgicos (Willetts et al., 1990); 
evidências para interações funcionais, de curto e longo prazo, entre 
receptores NMDA e benzodiazepínicos na modulação dos estados de 
ansiedade (Sharma & Kulkarni, 1993;. Smith e Dudek, 1996; De Souza 
et al., 1998; Przegalinski et al., 2000; Allison & Pratt, 2003).  
Estudos na neurobiologia da ansiedade têm destacado o 
glutamato, principal neurotransmissor excitatório no sistema nervoso 
central de mamíferos, como um elemento importante na ansiedade e no 
comportamento ansioso (Bergink et al., 2004). Sabe-se que uma 
alteração na transmissão glutamatérgica esta implicada nos sintomas 
afetivos e mnemônicos de vários distúrbios neurológicos e psiquiátricos, 
incluindo estados ansiosos (Carlsson & Carlsson, 1990; Schwendt & 
Jezova, 2000; Moghaddam, 2002).  
A função do sistema de glutamato na regulação da 
excitabilidade neuronal em estruturas cerebrais como a amígdala, o 
hipocampo, ou córtex, é importante para as respostas de ansiedade. 
Tratamentos farmacológicos que melhoram a excitabilidade dos 
neurônios de saída na amígdala basolateral favorecem o 
condicionamento aversivo. Alternativamente, os tratamentos que 
diminuem a excitabilidade desses neurônios produzem efeitos 
ansiolíticos (LeDoux, 1994; Maren, 1996). De fato, tem sido mostrado 
que a administração de antagonistas dos receptores glutamatérgicos do 
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tipo NMDA reduz a ansiedade em modelos animais (Miserandino et al, 
1990; Kim & McGaugh, 1992). Está cada vez mais evidente que a 
sinapse de glutamato é um alvo potencial para a intervenção 




1.4.  A PESQUISA NA ANSIEDADE   
 
Modelos animais são ferramentas essenciais e amplamente 
utilizadas na pesquisa de diversas patologias. Eles permitem a 
exploração de mecanismos moleculares, descoberta de potencial 
terapêutico e eficácia de intervenções terapêuticas, descoberta de doses e 
margem de segurança para potenciais fármacos, dentre outros. Porém, 
existem algumas limitações na utilização destes modelos, como falsos 
positivos e/ou negativos, dados inconclusivos, além do desafio de 
reproduzir e/ou modelar complexas doenças humanas em animais, 
principalmente quando se trata de doenças relacionadas ao sistema 
nervoso central. Mesmo diante dos desafios, os modelos de 
comportamento para a maioria dos distúrbios do SNC têm sido cada vez 
mais aprimorados e fornecido valiosas informações (McGonigle, 2014; 
McGonigle & Ruggeri, 2014).  
Um modelo animal para ser útil deve possuir validade. Os tipos 
de validade mais comumente empregados são validade de face, a qual 
exige manifestação de sintomas semelhantes ao do quadro clínico, 
validade teórica, onde o modelo deve reproduzir os mecanismos 
biológicos semelhantes à doença, e validade preditiva, que requer a 
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capacidade de resposta a agentes terapêuticos clinicamente eficazes. Em 
geral, os modelos animais para doenças do SNC possuem validade 
preditiva (Belzung & Lemoine, 2011; Cryan & Sweeney, 2011; 
McGonigle & Ruggeri, 2014). 
Os modelos animais de ansiedade podem ser não-condicionados 
ou condicionados, e são geralmente classificados em 3 categorias 
principais: testes de conflito, que combinam um comportamento natural, 
como comer e beber, com um estímulo aversivo como o choque (por 
exemplo, o teste de vogel); testes cognitivos, que utilizam o 
condicionamento clássico para treinar um animal a associar um estímulo 
neutro com um estímulo desagradável (por exemplo, o medo 
condicionado); e testes etológicos, que normalmente combinam um 
comportamento que é naturalmente motivado no animal, como a 
exploração de um novo ambiente, com um estímulo aversivo, como 
lugares claros e abertos, gerando assim o conflito ou ansiedade (por 
exemplo, o labirinto em cruz elevado) (Cryan & Sweeney, 2011; 
McGonigle, 2014).   
Um fator limitante na pesquisa da ansiedade é a ausência de 
análogos comportamentais em animais. Em decorrência da ansiedade ser 
um conceito que descreve um estado subjetivo, ela é considerada uma 
característica humana, podendo assim, na melhor das hipóteses, ser 
apenas modelada e não reproduzida em animais (Martin,1998). Segundo 
Andreatini e colaboradores (2001) modelos animais de ansiedade úteis 
devem primeiramente reproduzir características comportamentais e 
patológicas da ansiedade; bem como permitir a investigação de 
mecanismos neurobiológicos que não são facilmente estudados no 
homem e por fim, possibilitar uma avaliação confiável de agentes 
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ansiolíticos, assim como identificar efeitos ansiogênicos de drogas e 
toxinas.  
Entre os principais testes utilizados na pesquisa e descoberta de 
medicamentos ansiolíticos ansiedade estão o campo aberto;  a interação 
social em ratos; a vocalização ultrassônica; ta ransição claro-escuro; o 
medo condicionado; o teste de vogel, a interação presa-predador; o 
labirinto em cruz elevado; os testes de conflito; e o estresse induzido por 
hipotermia (Griebel & Holmes, 2013).  
O labirinto em cruz elevado (LCE), desenvolvido por Handley e 
Mithani (1984) e validado inicialmente para ratos por  Pellow e 
colaboradores (1985), é um dos testes mais amplamente utilizado como 
ferramenta na investigação da base psicológica e neuroquímica da 
ansiedade por se tratar de um teste com design simples, econômico, 
rápido, com sensibilidade bidirecional e não requerer procedimentos 
estressantes como a privação de alimentos, água ou o uso de choque 
elétrico (Pellow et al., 1985; Rodgers & Cole, 1994; Carobrez & 
Bertoglio, 2005).  
O teste do LCE baseia-se na aversão natural dos roedores para 
espaços abertos, bem como o comportamento exploratório e utiliza 
conflito entre a exploração e aversão. Os animais quando expostos ao 
LCE demonstram um padrão de comportamento caracterizado por evitar 
os braços abertos com maior preferência para os braços fechados. Esta 
tendência é suprimida por ansiolíticos e potencializada por agentes 
ansiogênicos (Griebel & Holmes, 2013). As medidas de ansiedade 
avaliadas são o número de entradas nos braços abertos (frequência) e o 
tempo, expresso como percentagem da quantidade de tempo gasto nos 
braços abertos (Rodgers et al., 1997; Bourin et al., 2007). Outros 
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parâmetros etológicos também são avaliados a fim de garantir que não 
aja alterações no comportamento apresentado no LCE. Essas medidas 
incluem o estiramento corporal (stretched attend posture – SAP), 
retorno ao braço fechado, levantamento (rearing), imersão de cabeça 
(head dipping) protegida e desprotegida (Lister, 1987; Cole & Rodgers, 
1994; Rodgers et al., 1997). 
Ansiolíticos clássicos, tais como os benzodiazepínicos, têm sido 
utilizados para validar farmacologicamente uma variedade de modelos, 
por apresentarem início de efeito rápido. Ademais, esses fármacos são 
utilizados como padrão de comparação para novos compostos propostos 
como efetivos para o controle da ansiedade. Contudo, o fato de diversos 
transtornos de ansiedade serem resistentes ao tratamento com 
benzodiazepínicos demonstra a relevância da pesquisa de novos agentes, 
bem como aponta a necessidade da utilização de outras classes de 
medicamentos para a validação farmacológica de modelos animais. 
Assim, uma estratégia atual baseia-se no desenvolvimento de novos 
modelos específicos para cada transtorno de ansiedade ou na reavaliação 
dos modelos já existentes, correlacionando-os a determinado transtorno 
(Andreatini et al., 2001).  
Fundamentados no fato de que pouca atenção tem sido dada as 
mudanças que ocorrem em resposta as doses não-convulsivantes de 
drogas que potencialmente podem ser ansiogênicas, bem como, no 
desenvolvimento de novos modelos específicos para cada transtorno de 
ansiedade, ou revalidação de modelos já existentes, o  grupo de 
Neurofarmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina vêm 
investigando os efeitos comportamentais, de curto e longo prazo, 
induzidos pela pilocarpina. Estes estudos mostraram que uma única 
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injeção sistêmica de pilocarpina na dose de 150 mg/kg induz 
comportamentos de longa duração, que levam a um perfil ansiogênico 
em ratos. Assim, foi proposto seu uso como um modelo para avaliar a 
ansiedade-traço, em contraste com os testes disponíveis que modelam a 
ansiedade-estado (Duarte, Gavioli et al., 2010; Duarte, Duzzioni et at., 
2013).  
Recentemente, dados obtidos por Hoeller (2013) mostraram que 
a expressão das subunidades NR1 e NR2B do receptor NMDA do 
hipocampo de ratos estavam diminuídas 24h ou 1 mês após o tratamento 
com pilocarpina, sugerindo que a ativação de receptores muscarínicos 
(possivelmente o subtipo M1, devido sua alta densidade nas regiões 
límbicas, sendo estes 60% daqueles localizados no hipocampo) pode 
modificar os níveis de ansiedade dos ratos tratados através de alterações 
plásticas (via receptores NMDA) e, consequentemente, a excitabilidade 
celular hipocampal. Os efeitos ansiolíticos observados a partir da ação 
de antagonistas do receptor NMDA parecem refletir o bloqueio desses 
receptores no hipocampo.  
A atuação do glutamato sobre os receptores NMDA no sistema 
nervoso central ativa a enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOs), 
resultando na formação de óxido nítrico (NO) (Garthwaite et al., 1988; 
Garthwaite & Boulton,1995). A ativação dos receptores NMDA leva ao 
influxo de Ca2+, que se liga a calmodulina, e este complexo estimula a 
enzima nNOS e, consequentemente, produção de NO.  Nos últimos 
anos, muitas descobertas eletrofisiológicas e bioquímicas sugeriram que 
o NO modula a função sináptica neuronal no sistema nervoso central 
(Prast & Philippu, 2001). A produção de NO por nNOS correlaciona-se 
exclusivamente com a ativação dos receptores NMDA (Garthwaite & 
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Boulton, 1995) e Brenman e Bredt (1997) elucidaram esta correlação ao 
relatarem que a nNOS está ligada aos receptores NMDA através de uma 




























• O bloqueio prévio dos receptores glutamatérgicos NMDA é 
capaz de prevenir os efeitos ansiogênicos desencadeados pela 
administração sistêmica de Pilocarpina;  
 
• O bloqueio dos receptores glutamatérgicos NMDA, após a 
administração sistêmica de Pilocarpina, é capaz de reverter os 
efeitos ansiogênicos desencadeados pelo tratamento com 
Pilocarpina;  
 
• A via de produção de NO pela enzima nNOS é uma possível via 
de sinalização responsável pela modulação dos estados ansiosos 








































	  3. OBJETIVOS 
 
3.1. OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores glutamatérgicos 
NMDA na ansiedade induzida por uma única injeção sistêmica de uma 
dose não convulsivante de Pilocarpina no LCE. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Investigar o efeito da neurotransmissão glutamatérgica na 
ansiedade induzida por Pilocarpina através do pré-tratamento 
com MK-801, 24 h ou 30 dias após o tratamento com 
Pilocarpina; 
 
• Investigar o efeito da neurotransmissão glutamatérgica na 
ansiedade induzida por Pilocarpina através do tratamento com 
MK-801, 24 h ou 30 dias após o pré-tratamento com 
Pilocarpina; 
 
• Investigar a expressão de proteínas envolvidas nas possíveis 
vias de ativação dos receptores NMDA no modelo de ansiedade 







	  4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
 
Todos os experimentos foram conduzidos conforme os padrões 
internacionais do bem-estar animal e recomendados pela Sociedade 
Brasileira de Neurociências e Comportamento (SBNeC). Os 
procedimentos experimentais envolvidos neste estudo foram delineados 
de tal maneira a minimizar o sofrimento dos animais. Além disso, foi 
utilizado um tamanho de amostra mínimo e adequado para as análises 
estatísticas e extraído o máximo de informações relevantes para o 
cumprimento dos objetivos propostos, de acordo com os protocolos 
experimentais previamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o 




Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar com idade 
entre 2 a 3 meses, pesando entre 200 e 300 gramas, provenientes do 
biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais 
foram alojados em grupos de 5  por caixa plástica padrão (36 x 30 x 15 
cm), com livre acesso à água e à comida. A temperatura ambiente foi 
mantida em 22 ± 2°C e ciclo de luz claro/escuro de 12h, com início às 
07:00h. Os ratos foram transferidos e alojados para o biotério 
laboratorial 7 dias antes da realização dos experimentos, para habituação 





  Todas as drogas foram dissolvidas em salina (0,9 %) e injetadas 
em um volume de 1 mL/kg. As doses utilizadas para a realização deste 
trabalho foram baseadas na literatura ou em padronizações prévias do 
laboratório (Pellow & File, 1986; Hoeller, 2011; Duarte, Duzzioni et al., 
2013).  
o Solução Salina (NaCl 0,9 %) - Sigma-Aldrich Co., St. Louis, 
MO, EUA - injetada por via intraperitoneal nos grupos 
controle;  
o Hidrocloreto de Pilocarpina (agonista muscarínico não-seletivo) 
– Sigma-Adrich Co., St. Louis, MO, EUA. Injetado via 
intraperitoneal na dose de 150 mg/kg.  
o Brometo de Metil-escopolamina (antagonista muscarínico que 
não cruza a barreira hemato-encefálica) – RBI, EUA - injetado 
por via subcutânea na dose de 1 mg/Kg, 30 minutos antes da 
pilocarpina com o intuito de prevenir os efeitos 
colinomiméticos periféricos do agonista muscarínico.  
o MK-801 (antagonista do receptor NMDA) - Sigma-Adrich Co., 
St. Louis, MO, EUA – injetado por via intraperitoneal nas doses 
de 0,03 e 0,06 mg/Kg, 30 min antes e 24 h ou 30 dias depois do 








4.4 TESTE COMPORTAMENTAL  
	  
4.4.1 Labirinto em Cruz Elevado 
 
O labirinto em cruz elevado (LCE) é um teste utilizado para 
mensurar respostas vinculadas à ansiedade em animais (figura 4). O 
aparato foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e validado 
inicialmente para ratos por Pellow et al. (1985). O LCE (EP151, Insight 
Ltda. Ribeirão Preto, SP, Brasil) consiste de dois braços abertos (50 x 10 
cm) e dois fechados (50 x 10 cm) de madeira, opostos em forma de cruz 
e elevados a 40 cm do chão. Os braços estão conectados por uma 
plataforma central (10 x 10 cm). Com intuito de prevenir a queda dos 
animais, os braços abertos são circundados por barras laterais de 1 cm 
de altura. O aparato foi alocado em uma sala iluminada com luz 
vermelha (15 W) com intensidade de 3 lux no assoalho do equipamento.  
 





Ao início do teste, os animais foram colocados individualmente 
na plataforma central com a cabeça voltada para um dos braços fechados 
e o seu comportamento foi avaliado durante 5 min (Pellow, et al., 1985). 
Foram registradas as medidas comportamentais como tempo de 
permanência e número de entradas nos braços abertos e fechados, bem 
como parâmetros etológicos de avaliação de risco como imersões de 
cabeça desprotegidas (unprotected head-dipping), estiramentos 
corporais protegidos (protected stretch-attend postures), comportamento 
de levantar (rearing), afim de aumentar a sensibilidade do teste 
(Rodgers & Cole, 1994; Rodgers & Dalvi, 1997).  
O aparato foi limpo com solução de etanol 10 % entre cada 
sessão. Para análise estatística dos dados e confecção dos gráficos, a 
porcentagem de entradas nos braços abertos foi calculada dividindo-se a 
frequência de entradas nos braços abertos pela frequência total de 
entradas, e esse índice multiplicado por 100.  
De maneira semelhante, foi calculada a porcentagem do tempo 
em que os animais permaneceram nos braços abertos em relação ao 
somatório do tempo de permanência nos braços abertos e fechados, 
sendo o quociente obtido multiplicado por 100. Para os demais 










4.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
 
4.5.1 Pré-tratamento com MK-801 
 
4.5.1.1 Avaliação dos efeitos do pré-tratamento com MK-801 24 h ou 
30 dias após o tratamento com Pilocarpina 
   
Os animais de 90 dias foram divididos em quatro grupos (n=10 
animais/grupo) e pré-tratados com metil-escopolamina (1 mg/Kg, s.c.), 
veículo - salina 0,9% - (1 mL/kg, i.p.) ou MK-801 (0,06 mg/Kg, i.p.), 30 
min após receberam o tratamento com Pilo (150 mg/Kg), ou veículo, e 
foram avaliados 24 h após no LCE. O desenho do protocolo 
experimental está demonstrado na figura 5. 
 
Figura 5. Protocolo experimental utilizado para avaliação dos efeitos do pré-
tratamento com antagonista dos receptores NMDA MK-801 nas respostas 




No experimento seguinte, animais com 60 dias foram divididos em 
quatro grupos (n=10 animais/grupo) e pré-tratados com metil-
escopolamina (1 mg/Kg, s.c.), veículo- salina 0,9% - (1 mL/kg, i.p.) ou 
MK-801 (0,03 ou 0,06 mg/Kg, i.p). Após 30 minutos os animais 
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receberam o tratamento com Pilo (150 mg/Kg) ou veículo e avaliados 30 
dias após. O desenho do protocolo experimental está demonstrado na 
figura 6. 
 
Figua 6. Protocolo experimental utilizado para avaliação dos efeitos do pré-
tratamento com antagonista dos receptores NMDA MK-801 nas respostas 




4.5.2 Tratamento com MK-801 
 
4.5.2.1 Avaliação dos efeitos do tratamento com MK-801 24 h ou 30 
dias após o pré-tratamento com Pilocarpina 
 
Os animais foram divididos em quatro grupos (n=10 
animais/grupo). Ratos com 90 dias receberam o pré-tratamento com 
metil-escopolamina (1 mg/Kg, s.c.), 30 minutos depois foram injetados 
com veículo - salina 0,9% - (1 mL/kg, i.p) ou Pilo (150 mg/Kg, i.p.) e 
após 24 h foram tratados com MK-801 (0,06 mg/Kg, i.p.) ou veículo, 30 
min antes da exposição ao LCE. O esquema do protocolo experimental é 




Figura 7. Protocolo experimental utilizado para avaliação dos efeitos da 
administração do antagonista dos receptores NMDA MK-801 nas respostas 




Na etapa seguinte, os animais foram divididos em quatro grupos 
(n=10 animais/grupo). Ratos com 60 dias receberam o pré-tratamento 
com metil-escopolamina (1 mg/Kg, s.c.), 30 min depois foram tratados 
com veículo - salina 0,9% - (1 mL/kg) ou Pilo (150 mg/Kg, i.p.) e, após 
30 dias, foram tratados com MK-801 (0,03 ou 0,06 mg/Kg, i.p.), ou 
veículo, 30 minutos antes da exposição ao LCE. O desenho do protocolo 
experimental está demonstrado na  figura 8. 
 
Figura 8. Protocolo experimental utilizado para avaliação dos efeitos da 
administração do antagonista dos receptores NMDA MK-801 nas respostas 







4.6 IMUNODETECÇÃO DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 
 
  Os animais submetidos ao tratamento com MK-801 (item 4.5.2) 
foram anestesiados (5 animais/grupo), imediatamente após o término do 
teste comportamental no LCE, e decapitados para a coleta de tecido 
cerebral. Os encéfalos removidos foram lavados com solução salina 
(NaCl 0,9 %) resfriada à 4°C e, imediatamente após, dissecados sobre 
uma placa de Petri sobreposta em gelo seco. Os hipocampos e a porção 
pré-frontal do córtex foram depositados em Eppendorfs® siliconizados e 
armazenados em freezer a -80°C até o período da utilização para cada 
ensaio planejado.  
  As amostras de hipocampo e córtex pré-frontal foram 
homogeneizadas manualmente (com auxílio de micro pistilos) em 
tampão RIPA gelado composto por Nonidet P- 40 1% (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, EUA), deoxicolato de sódio 0,5%, dodecil sulfato de 
sódio (SDS) 0,1%, tampão PBS (pH 7,4) na presença dos seguintes 
inibidores enzimáticos: leupeptina  20  µg/mL,  pepstatina  A  20 
 µg/mL, aprotinina  10  µg/mL e  fenilmetilsulonilfluoreto  (PMSF) 1 
mM. Após a homogeneização, as amostras foram incubadas em gelo por 
30 min e em seguida centrifugadas (10.000 g, 4oC) durante 10 min. O 
sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado sob as mesmas 
condições. Após a segunda centrifugação, o sobrenadante foi coletado, 
sendo este o extrato celular total contendo as proteínas dissolvidas no 
meio. Os extratos celulares totais foram armazenados em freezer a    - 
80o C até o momento da quantificação das proteínas. 
  Os experimentos de Western blotting foram realizados 
conforme descrito por Dutra  (2012). Os extratos dos tecidos 
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previamente preparados foram diluídos de modo a apresentar a mesma 
concentração de proteína (4,44 mg/mL), misturados em volumes iguais 
ao tampão de amostra 5 vezes concentrado (Tris HCl  150  mM  (pH 
 6,8),  β-mercaptoetanol 15 %, dodecil sulfato de sódio (SDS) 6%, azul 
de bromofenol 0,3 %, glicerol 25 %) e fervidos por 10 minutos a 100°C.  
Quantidades iguais de proteínas para cada amostra (9  µg) 
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS (10%). 
A etapa seguinte consistiu na  transferência das proteínas contidas no gel 
para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) 
sob as seguintes condições: 100 V e 30 mA durante 1h. Após a 
transferência, as membranas foram saturadas em solução de TBS-T (Tris 
1,2 g; NaCl 8,76 g e Tween 0,05 % em água destilada) contendo leite 
desnatado (5 %) por, no mínimo, 1 h, à temperatura ambiente.  
Após a lavagem em TBS-T (4 vezes), as membranas foram 
incubadas em tempo e condições apropriadas para cada anticorpo 
primário contra as seguintes proteínas de interesse para o estudo: anti-β-
actina (1:1000, sc-8u78, Santa Cruz Biotech Inc, CA, EUA), anti-
proteína nNos (1:1000, sc-1025, Santa Cruz Biotech Inc, CA, EUA), 
anti-proteína PSD-95 (1:1000, #2507, Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, EUA). Após a incubação com o anticorpo primário as 
membranas foram lavadas em TBS- T (5 vezes) e incubadas com 
anticorpo secundário específico (coelho ou camundongo) conjugado à 
peroxidase (1:25.000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA,  EUA) 
durante 2h à temperatura ambiente.  
Os imuno-complexos foram visualizados usando o sistema de 
detecção de substrato quimioluminescente SuperSignal West Femto 
(Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL, EUA) e as membranas foram 
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foto documentadas no  Sistema de Fotodocumentação Chemidoc MP 
BIORAD®. Os níveis de proteína foram quantificados por densidade 
óptica utilizando o programa Image Lab® e os valores foram expressos 
como unidades arbitrárias em relação a  β-actina.  
 
 
4.7 Análise estatística 
 
Dados do teste comportamental (labirinto em cruz elevado) e 
Western blot apresentaram normalidade e homogeneidade de variância. 
Estes dados foram expressos como média ± E.P.M. e avaliados por 
análise de variância (ANOVA) de duas vias (two-way), seguida do teste 
post hoc de Newman-Keuls para múltiplas comparações, tendo como 
variáveis independentes  os fatores  “pré-tratamento” e/ou “tratamento”. 
Foram utilizados para as análises estatísticas e produção dos gráficos os 
programas Statistica® versão 8.0 (StaSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e 
GraphPad Prism® versão 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 
EUA).
	  5. RESULTADOS 
 
5.1. PRÉ TRATAMENTO COM MK-801 
 
5.1.1. Avaliação dos efeitos do pré-tratamento com MK-801 24 h ou 30 
dias após o tratamento com pilocarpina 
 
O objetivo desde experimento foi verificar se o pré-tratamento com MK-
801 era capaz de prevenir os efeitos ansiogênicos desencadeados pela Pilo 24h 
após o tratamento com o agonista muscarínico. Os animais foram tratados 
conforme protocolo descrito no item 4.5.1.1. A ANOVA de duas vias mostrou 
um efeito geral significativo do tratamento, bem como uma interação 
significativa entre o pré-tratamento e o tratamento, para os parâmetros de %EBA 
[T: F(1, 25)= 5,72, p≤0,05; PTxT: F(1, 25)= 10,18, p≤0,05] e %TBA [T: F(1, 
25)= 6,78, p≤0,05; PTxT: F(1, 25)= 5,13, p≤0,05]. Conforme esperado, o post 
hoc revelou que os animais tratados com Pilocarpina apresentaram menor 
exploração dos braços abertos quando comparado com o grupo controle, 
demonstrando assim um perfil ansiogênico. O tratamento com MK-801 mostrou 
uma tendência a prevenir os efeitos ansiogênicos nos animais que receberam 
Pilocarpina (figura 9). O número de entrada nos braços fechados não foi alterado 
pelos tratamentos [PT: F(1,25)=2.28, p=0,14; T: F(1,25)=0,004, p=0,98; PTxT: 








Figura 9. Efeitos do pré-tratamento com MK-801 ou Salina em animais tratados com 
Salina ou Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) e avaliados no LCE 24 h. (A) Porcentagem de 
entradas nos braços abertos. (B) Porcentagem de tempo nos braços abertos do labirinto 
em cruz elevado. As barras representam a média ± EPM (n=10 animais/grupo). * P≤0,05 
em relação ao grupo “Salina + Salina”. Todas as comparações foram realizadas por 


















































Com relação aos parâmetros etológicos analisados, não foram 
observadas diferenças significativas no comportamento de rearing (tabela 1). A 
ANOVA de duas vias mostrou um interação significativa entre o pré-tratamento 
e o tratamento no comportamento de estiramento corporal [PTxT: F(1,25)=6,46, 
p≤0,05] e head-dipping [PTxT: F(1,25)=7,20, p≤0,05]. O post hoc revelou que 
os animais que receberam salina e Pilocarpina apresentaram um diminuição 
significativa no comportamento de estiramento corporal (tabela 1) e head-
dipping quando comparados ao grupo controle (figura 10). E, por outro lado, o 
pré-tratamento com MK-801 preveniu a diminuição do comportamento de head-
55	  
	  
dipping vista nos animais tratados com Pilo, uma vez que estes animais 
demonstraram um aumento de head-dipping (figura 10).  
 
Figura 10. Efeitos do pré-tratamento com antagonista do receptor NMDA MK-801 nas 
respostas ansiogênicas da Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) 24 h. (A) Frequência de entradas 
nos braços fechados. (B) Frequência de head-dipping no labirinto em cruz elevado. As 
barras representam a média ± EPM (n=10 animais/grupo). * P≤0,05 em relação ao grupo 
“Salina + Salina”. # P≤0,05 em relação ao grupo “Salina + Pilo”. Todas as comparações 

















































No intuito de verificar se o antagonismo prévio dos receptores NMDA com 
MK-801 era capaz de prevenir os efeitos ansiogênicos desencadeados pela 
administração de Pilocarpina 30 dias após o tratamento com o agonista 
muscarínico os animais foram pré-tratados com a dose de 0,03 mg/Kg de MK-
801 e o comportamento foi avaliado no LCE, 30 dias após a Pilocarpina, de 
acordo com o protocolo descrito no item 4.5.1.1. A ANOVA de duas vias 
mostrou um efeito geral significativo do tratamento, bem como uma interação 
significativa entre o pré-tratamento e o tratamento, para o parâmetro de %EBA 
[T: F(1, 32)= 7,70, p≤0,05; PTxT: F(1, 32)= 6,06, p≤0,05]. Conforme esperado, 
o post hoc revelou que os animais tratados com Pilocarpina apresentaram uma 
redução na porcentagem de entradas nos braços abertos quando comparado com 
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o grupo controle. O pré-tratamento com MK-801 preveniu os efeitos 
ansiogênicos nos animais que receberam Pilocarpina (figura 11). Com relação ao 
parâmetro de %TBA, a ANOVA de duas vias revelou um efeito geral 
significativo do pré-tratamento e do tratamento [PT: F(1, 32)=5.03, p≤0,05; 
T:F(1,32)= 12.99, p≤0,05] (figura 11). O número de entrada nos braços fechados 
não foi alterado pelos tratamentos [PT: F(1,32)=0,19, p=0,67; T: F(1,32)=1,02, 
p=0,32; PTxT: F(1,32)=1,57, p=0,22] (figura 12).  
 
Figura 11. Efeitos do pré-tratamento com MK-801 (0,03 mg/kg) ou Salina nas respostas 
ansiogênicas da Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) 30 dias após o tratamento. (A) 
Porcentagem de entradas nos braços abertos. (B) Porcentagem de tempo despendido nos 
braços abertos do labirinto em cruz elevado. As barras representam a média ± EPM 
(n=10 animais/grupo). * P≤0,05 em relação ao grupo “Salina + Salina”. #P≤0,05 em 
relação ao grupo “Salina + Pilo”. Todas as comparações foram realizadas por ANOVA 

















































Quanto aos parâmetros etológicos analisados, não foram observadas 
diferenças significativas nos comportamentos de estiramento corporal e rearing 
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(tabela 1). No comportamento de head-dipping, a ANOVA de duas vias mostrou 
um efeito geral significativo do pré-tratamento e do tratamento [PT: F(1,32)= 
4,73, p≤0,05; T: F(1,32)=8,41, p≤0,05] (figura 12).  
	  
Figura 12. Efeitos do pré-tratamento com antagonista MK-801 (0,03 mg/kg) do receptor 
NMDA ou Salina nas respostas ansiogênicas da Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) 30 dias 
após. (A) Número de entradas nos braços fechados. (B) Frequência de head-dipping no 
labirinto em cruz elevado. As barras representam a média ± EPM (n=10 animais/grupo).  
* P≤0,05  em relação ao grupo “Salina + Salina”. #P≤0,05 em relação ao grupo “Salina + 
Pilo”. Todas as comparações foram realizadas por ANOVA (two-way) e, quando 


















































Com o intuito de analisar se o antagonismo prévio dos receptores NMDA 
era capaz de prevenir os efeitos ansiogênicos da Pilocarpina 30 dias após o 
tratamento com o agonista colinérgico, os animais foram pré-tratados com MK-
801 na dose de 0,06 mg/kg, de acordo com o protocolo descrito no item 4.5.1.1. 
A ANOVA de duas vias mostrou uma interação significativa entre o pré-
tratamento e o tratamento, para o parâmetro de %EBA [PTxT: F(1, 34)= 4,65, 
p≤0,05]. Conforme esperado, o post hoc revelou que os animais tratados com 
Pilocarpina apresentaram uma redução na porcentagem de entradas nos braços 
abertos quando comparado com o grupo controle. O pré-tratamento com MK-
801 preveniu os efeitos ansiogênicos nos animais que receberam Pilocarpina 
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(figura 13). Com relação ao parâmetro de %TBA, a ANOVA de duas vias 
revelou um efeito geral significativo do pré-tratamento e do tratamento [PT: F(1, 
34)=9,43, p≤0,05; T: F(1,34)=6,28, p≤0,05] (figura 13). O número de entrada 
nos braços fechados não foi alterado pelos tratamentos [PT: F(1,34)=0,46, 
p=0,50; T:F(1,34)=0,12, p=0,73; PTxT: F(1,34)=2,92, p=0,10] (figura 14).  
 
Figura 13. Efeitos do pré-tratamento com antagonista do receptor NMDA MK-801 ou 
Salina nas respostas ansiogênicas da Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) 30 dias após o 
tratamento. (A) Porcentagem de entradas nos braços abertos. (B) Porcentagem de tempo 
despendido nos braços abertos do labirinto em cruz elevado. As barras representam a 
média ± EPM (n=10 animais/grupo). * P≤0,05 em relação ao grupo “Salina + Salina”. 
#P≤0,05 em relação ao grupo “Salina + Pilo”. Todas as comparações foram realizadas por 

















































Dentre os parâmetros etológicos analisados, não foram observadas 
diferenças significativas nos comportamentos de estiramento corporal e rearing, 
porém os animais pré-tratados com salina e tratados com Pilocarpina 
apresentaram um aumento no parâmetro de estiramento corporal em relação aos 
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outros grupos (tabela 1). A ANOVA de duas vias mostrou um interação 
significativa entre o pré-tratamento e o tratamento no comportamento de head-
dipping [PTxT:F(1,34)=4,62, p≤0,05]. O post hoc revelou que os animais que 
receberam salina e Pilocarpina apresentaram um diminuição significativa no 
comportamento de head-dipping quando comparados ao grupo controle. E, por 
outro lado, o pré-tratamento com MK-801 preveniu a diminuição do 
comportamento de head-dipping nos animais tratados com Pilo, uma vez que 
estes animais fizeram mais head-dipping (figura 14).  
 
Figura 14. Efeitos do pré-tratamento com antagonista do receptor NMDA MK-801 ou 
Salina nas respostas ansiogênicas da Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) 30 dias após o 
tratamento. (A) Número de entradas nos braços fechados. (B) Número de head-dipping 
nos animais submetidos ao labirinto em cruz elevado. As barras representam a média ± 
EPM (n=10 animais/grupo). *P≤0,05 em relação ao grupo “Salina + Salina”. #P≤0,05 em 
relação ao grupo “Salina + Pilo”. Todas as comparações foram realizadas por ANOVA 























































Tabela 1. Parâmetros etológicos avaliados no labirinto em cruz elevado, em animais pré-
tratados com MK-801, 24 h ou 30 dias após o tratamento com Pilocarpina (150 mg/Kg, 
i.p.). Os dados representam a média ± EPM. 
 
Tratamentos (mg/Kg, i.p) Tempo Estiramento Corporal Rearing 
Sal + Sal  24 h 2,86 ± 0,77 11,29 ± 1,5 
 MK 0,06 + Sal 24 h 6,14 ± 1,35 10,29 ± 1,10 
Sal + Pilo 24 h 7,43 ± 0,92* 13 ± 1,7 
 MK 0,06 + Pilo 24 h 5,38 ± 1,05 11,87 ± 0,72 
Sal + Sal 30 dias 3,80 ± 0,99 12,20 ± 0,88 
 MK 0,03 + Sal 30 dias 6,00 ± 1,09 10,00 ± 1,41 
Sal + Pilo 30 dias 6,00 ± 1,05 11,00 ± 0,74 
 MK 0,03 + Pilo 30 dias 7,00 ± 1,00 13,25 ± 1,13 
Sal + Sal 30 dias 4,30 ± 1,06 13,10 ± 0,84 
 MK 0,06 + Sal 30 dias 3,77 ± 0,68 11,22 ± 1,02 
Sal + Pilo 30 dias 6,00 ± 0,98 12,40 ± 1,25 
 MK 0,06 + Pilo 30 dias 4,10 ± 1,06 13,60 ± 1,27 
Legenda: *P≤0,05 em relação ao grupo “Sal + Sal”. Todas as comparações foram 





5.2. TRATAMENTO COM MK-801  
 
5.2.1. Avaliação dos efeitos da administração de MK-801 24 h e 30 dias 
após o pré-tratamento com Pilocarpina 
 
O objetivo desde experimento foi verificar se o tratamento com MK-801 24 
h após o pré-tratamento com Pilo era capaz de reverter os efeitos ansiogênicos 
desencadeados pela administração do agonista muscarínico. O protocolo de 
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tratamento utilizado está descrito no item 4.5.2.1. A ANOVA de duas vias 
mostrou um efeito geral significativo do pré-tratamento e do tratamento, para os 
parâmetros de %EBA [PT: F(1,25)=10,24, p≤0,05; T: F(1,25)=8,14, p≤0,05] e 
%TBA [PT:F(1, 25)=12,19; p≤0,05; T:F(1, 25)=15,37; p≤0,05] (figura 15). O 
número de entradas nos braços fechados não foi alterado pelos tratamentos [PT: 
F(1,25)=0,64, p=0,43; T: F(1,25)=0,24, p=0,63; PTxT: F(1,25)=0,60, p=0,44] 
(figura 16). 
 
Figura 15. Efeitos do tratamento com MK-801 ou Salina 30 min antes da exposição ao 
LCE nas respostas ansiogênicas da Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) 24 h após o tratamento 
com o agonista muscarínico. (A) Porcentagem de entradas nos braços abertos. (B) 
Porcentagem de tempo despendido nos braços abertos do labirinto em cruz elevado. As 
barras representam a média ± EPM (n=10 animais/grupo). * P≤0,05 em relação ao grupo 
“Salina + Salina”. #P≤0,05  em relação ao grupo  “Pilo + Salina”. Todas as comparações 




















































Com relação aos parâmetros etológicos analisados, não foram 
observadas diferenças significativas nos comportamentos de rearing e 
estiramento corporal (tabela 2). No comportamento de head-dipping, a ANOVA 
de duas vias mostrou um efeito geral significativo do pré-tratamento e do 
tratamento [PT: F(1,25)=17,08, p≤0,05; T: F(1,25)=30,76, p≤0,05] (figura 16). 
 
Figura 16. Efeitos da administração do antagonista do receptor NMDA MK-801 ou 
Salina 30 min antes da exposição ao LCE nas respostas ansiogênicas da Pilocarpina (150 
mg/Kg, i.p.) 24 h após o tratamento com o agonista muscarínico. (A) Número de entradas 
nos braços fechados. (B) Número de head-dipping no labirinto em cruz elevado. As 
barras representam a média ± EPM (n=10 animais/grupo). *P≤0,05 em relação ao grupo 
“Salina + Salina”. #P≤0,05 em relação ao grupo “Pilo + Salina”. Todas as comparações 















































Com o intuito de verificar se o antagonismo dos receptores NMDA era 
capaz de reverter os efeitos ansiogênicos da Pilocarpina 30 dias após o 
tratamento com antagonista os animais foram tratados com MK-801 (0,03 e 0,06 
mg/Kg), de acordo com o protocolo descrito no item 4.5.2.1. A ANOVA de duas 
vias mostrou um efeito geral significativo do tratamento, bem como uma 
interação significativa entre o pré-tratamento e o tratamento, para os parâmetros 
de %EBA [T: F(2,47)= 8,99, p≤0,05; PTxT: F(2,47)= 7,09, p≤0,05] e %TBA [T: 
F(2,47)= 12,81, p≤0,05; PTxT: F(2,47)= 3,43, p≤0,05]. Conforme esperado, o 
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post hoc revelou que os animais tratados com Pilocarpina apresentaram menor 
exploração dos braços abertos quando comparado com o grupo controle, 
demonstrando assim um perfil ansiogênico. De maneira oposta, o tratamento 
com MK-801 reverteu os efeitos ansiogênicos nos animais que receberam 
Pilocarpina, uma vez que os animais tratados com o antagonista glutamatérgico 
apresentaram um aumento na exploração dos braços abertos em comparação aos 
animais “Pilo + Salina” (figura 17). O número de entradas nos braços fechados 
não foi alterado pelos tratamentos [PT: F(2,47)=1,40, p=0,24; T: F(2,47)=0,74, 
p=0,93; PTxT: F(2,47)=0,74, p=0,93 (figura 18). 
 
Figura 17. Efeitos da administração do antagonista do receptor NMDA MK-801 ou 
Salina 30 min antes da exposição ao LCE nas respostas ansiogênicas da Pilocarpina (150 
mg/Kg, i.p.) 30 dias após o tratamento com o agonista muscarínico. (A) Porcentagem de 
entradas nos braços abertos. (B) Porcentagem de tempo despendido nos braços abertos do 
labirinto em cruz elevado. As barras representam a média ± EPM (n=10 animais/grupo). 
* P≤0,05 em relação ao grupo “Salina + Salina”. #P≤0,05 em relação ao grupo “Pilo + 
Salina”. Todas as comparações foram realizadas por ANOVA (two-way) seguida pelo 
teste post hoc de Newman-Keuls.  
 
 



















































Com relação aos parâmetros etológicos analisados, não foram 
observadas  diferenças significativas nos comportamentos de rearing e 
estiramento corporal (tabela 2). Com relação ao comportamento de head-
dipping, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito geral significativo do pré-
tratamento e do tratamento [PTxT: F(1,47)=4,08; p≤0,05; T:F(2, 47)=15,14;  
p≤0,05] (figura 18). 
 
Figura 18. Efeitos da administração do antagonista do receptor NMDA MK-801 ou 
Salina 30 min antes da exposição ao LCE nas respostas ansiogênicas da Pilocarpina (150 
mg/Kg, i.p.) 30 dias após o tratamento com o agonista muscarínico. (A) Número de 
entradas nos braços fechados. (B) Número de head-dipping nos animais pré-tratados Pilo 
que receberam MK-801 (0,03 e 0,06 mg/Kg, i.p). As barras representam a média ± EPM 
(n=10 animais/grupo). * P≤0,05 em relação ao grupo “Salina + Salina”. #P≤0,05 em 
relação ao grupo “Pilo + Salina”. Todas as comparações foram realizadas por ANOVA 
(two-way).  
	  



















































Tabela 2.Parâmetros etológicos avaliados no labirinto em cruz elevado, em animais 
tratados com MK-801 24 h e  30 dias após o tratamento. Os dados representam a média ± 
EPM. 
Tratamentos (mg/Kg, i.p) Tempo Estiramento Corporal Rearing 
Sal + Sal 24 h 2,14 ± 0,55 10,57 ± 1,13 
Sal + MK 0,06 24 h 1,57 ± 0,72 8,00 ± 1,30 
Pilo + Sal 24 h 3,55 ± 0,53 10,77 ± 0,95 
Pilo + MK 0,06 24 h 3,66 ± 0,80 10,33 ± 1,54 
Sal + Sal 30 dias 3,90 ± 0,79 12,70 ± 2,14 
Sal + MK 0,03 30 dias 6,00 ± 1,09 10,00 ± 1,41 
Sal + MK 0,06 30 dias 2,75 ± 0,96 10,25 ± 1,54 
Pilo + Sal 30 dias 7,08 ± 1,14 13,73 ± 1,18 
Pilo + MK 0,03 30 dias 3,62 ± 0,38 9,50 ± 0,76 




5.3. IMUNODETECÇÃO DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 
 
Objetivando melhor investigar a participação dos receptores NMDA e 
os possíveis mecanismos envolvidos no perfil ansiogênico gerado pela 
Pilocarpina, os níveis de expressão das proteínas nNOS e PSD-95 foram 
avaliados nos animais tratados com MK-801 24 h e 30 dias após o pré-
tratamento com Pilocarpina (protocolo descrito no item 4.5.2.1). O tratamento 
com Pilocarpina diminuiu significativamente a expressão de nNOS no córtex dos 
animais avaliados 24 h após a administração da droga [PT: F(1,8)= 21,58; 
p≤0,05; T:F(1,8)=6,32; p≤0,05], enquanto que o tratamento com MK-801 
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reverteu de maneira significativa este efeito. Estes resultados não foram 
observados 30 dias após o tratamento (figura 19).  
 
Figura 19. Efeitos da administração de Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) e MK-801 (0,06 
mg/Kg, i.p.) na expressão de nNOS no córtex e hipocampo de ratos 24h e 30 dias após o 
pré-tratamento com o agonista muscarínico. O gráfico representa a razão entre valores 
médios de três quantificações distintas, expressos em unidades arbitrárias, do Western 
blot para a proteína nNOS, corrigidos pelo valor do controle genômico β-actina. *p≤0,05 
em relação ao grupo controle. #p≤0,05 em relação ao grupo “Sal + Pilo”. Todas as 

















































































Por outro lado o tratamento com Pilocarpina não alterou 
significativamente os níveis de expressão da proteína PSD-95 (figura 20). 
Porém, de modo semelhante, ambas as proteínas apresentaram uma tendência a 
diminuição da expressão 30 dias após o tratamento, sugerindo um provável 
mecanismo de adaptação, isto é, direta ou indiretamente pode estar ocorrendo 
uma compensação nos níveis de NO por adaptação.  
 
Figura 20. Efeitos da administração de Pilocarpina (150 mg/Kg, i.p.) e MK-801 (0,06 
mg/Kg, i.p.) na expressão de PSD-95 no córtex e hipocampo de ratos 24h e 30 dias após 
o pré-tratamento com o agonista muscarínico. O gráfico representa a razão entre valores 
médios de três quantificações distintas, expressos em unidades arbitrárias, do Western 
blot para a proteína PSD-95, corrigidos pelo valor do controle genômico β-actina. 
*p≤0,05 em relação ao grupo controle. #p≤0,05 em relação ao grupo “Sal + Pilo”. Todas 































































































































O LCE tem sido amplamente utilizado como um modelo que fornece 
medidas independentes do comportamento de ansiedade - entradas ou tempo 
gasto nos braços abertos - e atividade locomotora - entradas nos braços fechados 
- em roedores (File, 2001; Carobrez & Bertoglio, 2005). Animais que 
apresentam um comportamento do tipo ansiogênico evitam naturalmente os 
braços abertos do LCE, e compostos ansiolíticos tendem a aumentar a 
exploração dos braços abertos, sem afetar o número de entradas nos braços 
fechados, um parâmetro vinculado a mobilidade que permite detectar alterações 
locomotoras (Rodgers & Cole, 1994; Carobrez & Bertoglio, 2005).  
Apesar do avanços farmacológicos nos tratamentos para os transtornos 
de ansiedade, e da maior compreensão a respeito da fisiopatologia da ansiedade e 
mecanismos neurobiológicos dessas doenças, novas abordagens ainda são 
necessárias, devido ao fato que há resistência de alguns transtornos às terapias 
atualmente empregas, bem como seus efeitos colaterais (Farach, 2012).  
No presente estudo observou-se que os animais tratados com a dose 
não-convulsivante de Pilocarpina (150 mg/kg) apresentaram uma diminuição 
significativa na exploração dos braços abertos do LCE, vista através da redução 
no número de entradas, bem como o tempo despendido nestes braços. Além 
disso, a administração do agonista muscarínico acarretou na diminuição 
significativa de um comportamento etológico relacionado à avalição de risco, as 
imersões desprotegidas de cabeça (unprotected head-dipping), em comparação 
ao grupo controle. Esse resultado sugere um perfil ansiogênico nos animais que 
foram avaliados 24h ou 30 dias após o tratamento com a Pilocarpina. Não foram 
encontradas quaisquer alterações locomotoras nestes animais, uma vez que o 
número de entradas nos braços fechados não apresentou diferença dos valores 
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observados nos animais controles.  
Estudos pré-clínicos têm evidenciado o papel do sistema colinérgico 
sobre a regulação de estruturas límbicas, e as diferentes respostas 
comportamentais envolvidas nos estados de ansiedade (Graef, 2011). Os achados 
no presente estudo, mencionados acima, vão ao encontro de dados obtidos em 
nosso laboratório que mostram um efeito ansiogênico por até três meses, 
promovido pela administração sistêmica de Pilocarpina em ratos (Duarte, 
Gavioli et al., 2010). Também foram observadas respostas ansiogênicas 
induzidas pela pilocarpina em diferentes testes de ansiedade/medo como o 
labirinto em T e o campo aberto, um mês após a sua administração (Duarte, 
Duzzioni et al., 2013).  
A(s) razão (ões) pela qual (is) isto ocorre ainda não são bem entendidas, 
mas, é relatado na literatura a ativação dos receptores muscarínicos é capaz de  
potencializar a neurotransmissão excitatória mediada por receptores do tipo 
NMDA (Markram & Segal, 1990; Aramakis et al., 1997; Volpicelli & Levey, 
2004).  
Tem sido demonstrado que os sistemas glutamatérgico e colinérgico 
estão envolvidos nos processos de aprendizagem e memória. Na realidade, existe 
na literatura um amplo leque de evidências que sugere a interação entre esses 
dois sistemas na mediação das funções cognitivas (Ohno & Watanabe, 1996; 
Hlinak & Krejci, 1998; Moreira et al., 2005; Mahmoodi et al., 2010; Doguc et 
al., 2012). Porém, estudos que evidenciam a interação entre os sistemas 
glutamatérgico e colinérgico-muscarínico nos transtornos de ansiedade ainda são 
escassos.  
Vários modelos animais têm mostrado uma correlação entre a 
neurotransmissão glutamatérgica e a ansiedade. Um estudo utilizando o modelo 
de privação de sono em ratos mostrou que, animais privados de sono 
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dispenderam mais tempo nos braços abertos quando avaliados no LCE, além de 
apresentarem um aumento significativo nos níveis de glutamato no córtex medial 
pré-frontal, em comparação aos animais com ciclo normal de sono (Cortese & 
Phan, 2005; Cortese  et al., 2010).  
Diversas linhas de evidência sugerem que a neurotransmissão 
glutamatérgica em regiões límbicas, como o hipocampo, o córtex e a amígdala, 
desempenha um papel crucial na patogênese dos transtornos de ansiedade 
(Walker & Davis, 2000; Bauer et al., 2002; Millan, 2003; Bergink et al., 2004). 
Paradigmas comportamentais relacionados com a ansiedade têm sido utilizados 
para testar as drogas com potencial de ação ansiolítica, e, o sistema 
glutamatérgico tem recebido muita atenção como um alvo para o tratamento de 
transtornos de ansiedade, devido a estudos pré-clínicos em animais, bem como, 
testes de medicamentos em humanos, que apresentaram uma boa evidência da 
eficácia de drogas glutamatérgicas para o tratamento da ansiedade (Carobrez, 
2003; Cortese & Phan, 2005).  
Diferentes antagonistas dos receptores NMDA têm sido avaliados 
através de testes não-condicionados de ansiedade, como, por exemplo, o 
antagonista competitivo AP7 que mostrou propriedades ansiolíticas no LCE e no 
teste de Vogel (Guimarães et al., 1991; Molchanov & Guimarães, 2002). Além 
desses, os antagonistas não-competitivos também tem sido amplamente 
estudados. O MK-801, por exemplo, apresentou efeitos ansiolíticos no LCE 
(Bertoglio & Carobrez, 2003; Mohammad et al., 2011). Esses dados têm 
mostrado que compostos capazes de reduzir a neurotransmissão do glutamato, 
pelo bloqueio dos seus receptores ou através da redução da sua liberação dos 
terminais, produzem um efeito com perfil ansiolítico em modelos de ansiedade 
(Carobrez, 2003; Cortese & Phan, 2005). Nesse contexto, o antagonismo dos 
receptores do tipo NMDA apresenta-se como uma ferramenta validada para a 
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investigação de respostas ansiolíticas em diversos testes não condicionados de 
ansiedade (Barkus et al., 2010). 
Os resultados do presente estudo mostraram que o pré-tratamento de 
animais com o antagonista dos receptores NMDA MK-801, nas duas doses 
utilizadas, foi capaz de prevenir os efeitos ansiogênicos desencadeados pela 
administração sistêmica de Pilocarpina em dose subconvulsivante. Isso devido 
aos níveis de exploração dos braços abertos apresentado pelos animais Pilo, pré-
tratados com o antagonista glutamatérgico, serem significativamente maiores em 
relação aos animais Pilo pré-tratados com salina, quando avaliados 24 h e 30 
dias após o tratamento.  
Visto que o pré-tratamento com o MK-801 foi capaz de prevenir os 
efeitos provocados pela Pilo, verificou-se também se o tratamento com o 
antagonista glutamatérgico era capaz de reverter os efeitos ansiogênicos quando 
já estabelecidos, após a administração do agonista colinérgico.  
O tratamento com MK-801 reverteu os efeitos ansiogênicos da 
Pilocarpina, visto que os animais Pilo tratados com MK-801 demonstraram um 
aumento significativamente maior na exploração dos braços abertos quando 
comparados aos animais Pilo tratados com salina. Em ambas etapas, prevenção e 
tratamento, os animais tratados com Pilocarpina que receberam MK-801 
apresentaram um aumento significativo na frequência de imersões de cabeça 
(head-dipping). Esse perfil é esperado e consistente com outros trabalhos 
descritos na literatura (Kocahan et al., 2012; Kocahan & Kubra, 2013). Por se 
tratar de um comportamento exploratório, e, uma vez que a exploração dos 
braços abertos foi aumentada pela administração do antagonista glutamatérgico, 
espera-se, consequentemente, que a frequência no comportamento de head-
dipping também aumente, como ocorreu no presente trabalho. 
Os achados mencionados acima corroboram com diversos trabalhos que 
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relatam o MK-801 como um ansiolítico altamente eficaz no teste do LCE e em 
testes de interação social em ratos (Bertoglio & Carobrez, 2003; Barkus et al., 
2010; Mohammad et al., 2011; Kocahan & Kubra, 2013), além de sugerirem que 
a modulação da função colinérgica pode ser realizada por meio dos receptores 
NMDA. Em consonância com o presente estudo encontramos os estudos de 
Kocahan e Kubra (2013), bem como o de Mohammad e colaboradores (2011), os 
quais evidenciam o efeito ansiolítico pelo bloqueio dos receptores do tipo 
NMDA induzido por  MK-801 no LCE.  
Sabe-se que a ativação dos receptores NMDA no SNC pelo glutamato 
leva produção de NO, através da abertura dos canais iônicos e, influxo de Ca2+.  
O Ca2+ se liga a calmodulina, que por sua vez estimula a enzima nNOS 
acarretando na formação de NO (Prast & Philippu, 2001). Assim, a observação 
no presente estudo de que o bloqueio dos receptores NMDA glutamatérgicos 
induziu efeitos ansiolíticos no LCE levantou a possibilidade de que o NO 
também pode estar envolvido na fisiopatologia da ansiedade produzida pela 
pilocarpina. 
Inibidores de NOS tem sido relatados como indutores de efeitos 
ansiolíticos e antidepressivos significativos em roedores. A administração 
sistêmica do inibidor de NOS éster de N-metil-L-arginina (L-NAME) ou do 
inibidor seletivo de NOS 7-nitroindazol (7-NI) produz efeitos do tipo ansiolíticos 
no LCE e diminui a vocalização ultra-sônica de filhotes de ratos (Faria et al., 
1997; Volke et al., 1997; Campbell et al., 1999). Além disso, microinjeções 
intra-dorsolateral na matéria periaquedutal cinzenta ou na amígdala medial de 
inibidores de NOS produzem efeitos ansiolíticos no LCE e no teste de transição 
claro-escuro (Guimarães et al., 1994; Forestiero et al., 2006).  
Volke e colegas (2003) compararam os efeitos comportamentais de dois 
inibidores de nNOS em modelos animais preditivos de atividades tipo 
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antidepressivas e  ansiolíticas, a fim de esclarecer o papel das distintas isoformas 
de nNOS na regulação da depressão e da ansiedade. Camundongos foram 
administrados sistemicamente com 7-nitroindazol (7-NI) e 1-(2-
triflurometilfenil) imidazol (TRIM)-inibidor mais seletivo de nNOS. A inibição 
por TRIM causou efeitos do tipo antidepressivos e ansiolíticos, sugerindo que a 
nNOS pode desempenhar um papel-chave na neurotransmissão dessas 
patologias.  
Por outro lado, há trabalhos na literatura que relatam efeitos duais 
mediados pela neurotransmissão por NO em vários testes comportamentais, 
incluindo modelos animais de ansiedade e depressão (Da Silva et al., 2000; Inan 
et al., 2004; Del Bel et al., 2005). Spiacci e colegas (2008) investigaram se a 
interferência direta da neurotransmissão mediada por NO no núcleo dorsal da 
rafe (DR) poderia modificar o comportamento de ratos avaliados no LCE. A 
injeção direta de L-arginina, um precursor de NO, aumentou significativamente 
o tempo gasto nos braços abertos do LCE, sugerindo que a facilitação da 
neurotransmissão de NO provoca um efeito do tipo ansiolítico no DR. 
Corroborando com essa hipótese a injeção local de L-NAME induziu efeitos do 
tipo ansiogênicos.  
No presente trabalho, o doseamento de proteínas por Western Blot 
mostrou que os animais tratados com Pilo apresentaram uma diminuição 
significativa da expressão de nNOS na região cortical em relação ao grupo 
controle, enquanto que o tratamento com MK-801 reverteu significativamente 
esse efeito 24 h após a administração da droga.  
A alteração dos níveis de expressão de nNOS visualizados somente no 
córtex nos leva a crer que seja um papel específico dessa região, devido a sua 
importância nas respostas relacionadas aos processos emocionais. Resstel e 
colaboradores (2007) demonstraram que a ativação de receptores NMDA e a 
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formação de NO no córtex medial pré-frontal (MPFC) desempenha um papel 
importante na expressão de respostas comportamentais observadas durante o 
medo evocado por condicionamento contextual. Além disso, lesões excitotóxicas 
ou a inibição da neurotransmissão (Resstel et al., 2006) atenuam as respostas 
relacionadas ao medo condicionado aversivo, no LCE, bem como no teste de 
esconder esferas (Shah & Treit, 2003), sugerindo um importante papel desta 
região cortical na ampla variedade de respostas do medo e da ansiedade. Wall e 
colaboradores (2001), por outro lado, mostraram que o bloqueio ou ativação dos 
receptores muscarínicos (especialmente do subtipo M1) no MPFC promove 
respostas ansiolíticas ou ansiogênicas, respectivamente, sugerindo que a 
neurotransmissão colinérgica nesta região induz respostas relevantes na 
regulação da ansiedade.  
A expressão de nNOS pode ser regulada por estímulos físicos, assim 
como por mudanças na atividade neuronal (Forstermann et al., 1998). Em 
células granulares do cerebelo, a inibição da transmissão glutamatérgica 
aumentou drasticamente a expressão de nNOS (Baader & Schilling, 1996), e este 
efeito também foi observado no presente estudo. Sabe-se que os níveis de nNOS 
são fosforilados constitutivamente nas células nervosas. Rameau e colegas 
(2003) observaram uma diminuição progressiva nos níveis de fosforilação de 
nNOS em neurônios corticais de ratos, regulada através da ativação dos 
receptores NMDA, e este mecanismo é especificamente bloqueado por 
antagonistas destes receptores. Esses resultados ajudam a compreender o 
aumento observado da expressão de nNOS nos animais tratados com MK-801, 
uma vez que o tratamento com antagonistas de receptores NMDA é capaz de 
bloquear a desfosforilação de nNOS regulada por estes receptores, e 
consequentemente, acarretaria no aumento da expressão da enzima nNOS.  
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Por outro lado, a diminuição da expressão de nNOS nos animais 
Pilocarpina pode ser um mecanismo regulatório de feedback negativo, uma vez 
que o tratamento com Pilocarpina ativa os receptores NMDA, o que resulta em 
uma ativação “excessiva” da cascata que leva à formação de NO, que acontece 
somente no período agudo, justificando assim a diminuição da expressão 
visualizada apenas 24 h após o tratamento. Desta forma, o aumento nos níveis de 
expressão observados nos animais tratados com antagonista glutamatérgico 
ajuda a elucidar a hipótese de um mecanismo de feedback negativo, uma vez que 
ao bloquear o receptor a formação da cascata é desfavorecida, desencadeando na 
formação de mais proteína a fim de manter os níveis basais. Cronicamente (30 
dias) é provável que os mecanismos citados se adaptem ou sejam adaptados, isto 
é, que direta ou indiretamente aja uma compensação nos níveis de NO por 
adaptação, que precisa ser melhor investigado para seu entendimento. De 
maneira semelhante, esse mecanismo de adaptação é visto no comportamento, 
uma vez que, conforme demonstrado na literatura, o perfil ansiogênico 
desencadeado pela Pilo (150 mg/Kg) é duradouro, persistindo por até 3 meses 
após o tratamento com o agonista muscarínico (Duarte et al., 2010).   
Os resultados aqui demonstrados sugerem que modulação dos estados 
ansiosos promovidos pela Pilocarpina parecem depender do influxo de Ca2+, 
decorrente da ativação dos receptores NMDA, que leva a ativação da enzima 
nNOS e à produção de NO, e este demonstra regular de maneira negativa a 
função do receptor NMDA, por levar ao aumento da liberação de glutamato. A 
liberação de GLU, então, ativa os receptores NMDA, resultando novamente na 
ativação da cascata de formação de NO, e modulação dos estados ansiosos 
promovidos pela administração de Pilocarpina. A figura 21 mostra um resumo 
das hipóteses aqui apresentadas. 
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Figura 21. Esquema do mecanismo de ação sugerindo a participação do NO na regulação 
dos efeitos ansiogênicos promovidos pela Pilocarpina. A ativação dos receptores 
muscarínicos, especialmente do subtipo M1, leva a ativação dos receptores NMDA, que 
resulta no influxo de cálcio. O cálcio se liga a calmodulina e estimula a enzima nNOS a 
produzir NO, que por sua vez leva ao aumento da liberação de GLU e regulação negativa 



























	  7. CONCLUSÕES  
 
A partir dos resultados deste estudo é possível concluir que: 
 
i. Um papel importante dos receptores glutamatérgicos-NMDA 
numa interação sinérgica com os receptores muscarínicos, 
mostrando que a modulação interativa entre esses dois sistemas 
neurotransmissores constitui um mecanismo importante no 
perfil ansiogênico desencadeado pela pilocarpina; 
 
ii. A ativação dos receptores NMDA pode resultar no influxo de 
Ca2+ decorrente da abertura dos canais iônicos que levaria à 
ativação de nNOS e, consequentemente, à produção de NO, que 
por sua vez, regularia negativamente a função do receptor 
NMDA, hipótese esta ainda a ser testada; 
 
iii. A diminuição da expressão de nNOS nos animais tratados com 
pilocarpina, efeito revertido pelo tratamento com antagonista 
glutamatérgico, corrobora a hipótese sugerida como uma 
possível via de sinalização responsável pela modulação dos 
estados ansiosos. Entretanto, o conjunto de eventos 
intracelulares relacionados à essa modulação necessitam ser 
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ANEXO A – Aprovação de projeto de mestrado pela Comissão de 
Ética no Uso de Animais (CEUA) 
 
	   
